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COMMUNICATIONS 
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N° 18. Philippe Sengel. —- Le développement de la peau 
et des phanères chez l’embryon de Poulet. (Résumé) 


Faculté des Sciences de Grenoble. 


La méthode de culture d'organes, mise au point en 1952 par 
Et. Wolff et K. Haffen, s’est révélée dès sa mise en œuvre d’une 
remarquable utilité et d’une grande commodité pour l’étude de la 
morphogenèse de nombreux organes. Aussi est-ce cette technique 
que j’utilisai principalement, lorsque J’ entrepris, dans le laboratoire 
de mon maître Etienne Wolff, mes recherches sur la différenciation 
de la peau et des phanères chez l'embryon de Poulet. 

Après avoir étudié le comportement de la peau in vitro selon le 
stade de son explantation et selon la composition du milieu de cul- 
ture naturel ou synthétique, j envisageai successivement les pro- 
blèmes suivants: 10 Quel est le rôle du derme et de l’épiderme dans 
la différenciation de la peau et des phanères ? 20 Quelles sont les 
conditions de la pigmentation embryonnaire dans le cas d’une race 
noire d’une part, et d’une race blanche d’autre part ? 30 Quel rôle 
joue le système nerveux dans la différenciation des germes plumaires 
in vitro et dans l’organisation des ptéryles de l’embryon in ovo ? 


19 LE COMPORTEMENT DE LA PEAU EN CULTURE 1n pitro 


D'une manière générale, les explants de peau ont tendance à se 
contracter dès la mise en culture, quels que soient la nature du 
milieu et l’âge des fragments. Mais l’étrécissement des explants est 
d'autant plus important que le stade de l’explantation est plus 
précoce. 

Les fragments explantés avant l’apparition des ébauches plu- 
maires (stade 0 : entre 5 et 6 jours d’incubation), ne différencient pas 
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de germes plumaires lorsqu'ils sont explantés sur le milieu standard 
de Et. Wolff et K. Haffen (ce milieu contient une solution physio- 
logique glucosée gélifiée par de l’agar-agar et de l'extrait embryon- 
naire de poulet). On observe une contraction très rapide de l'épi- 
derme, alors que, après le deuxième jour de culture, le derme tend à 
s'étaler à la surface du milieu: l'unité organique de l’explant s’en 
trouve détruite. 

Les fragments plus âgés (6 jours et demi à 8 jours et demi 
d’incubation) poursuivent leur morphogenèse sur le milieu standard 
et acquièrent des germes plumaires. La disposition de ceux-ci par 
rapport aux bords de l’explant varie cependant selon que le fragment 
de peau, découpé de part et d’autre de la ligne médio-dorsale, com- 
porte moins ou plus de quatre rangées d’ébauches plumaires au 
départ. Dans le premier cas (stade 1: 6 jours et demi à 7 jours), on 
assiste à un complet remaniement des éléments dermiques de l’ex- 
plant: les rangées d’ébauches, présentes au moment de l’explanta- 
tion, disparaissent; 1l s’en forme bientôt de nouvelles dont la pre- 
mière se différencie approximativement à égale distance des deux 
bords longitudinaux de l’explant. Il s’agit d’une véritable régulation 
au cours de laquelie le fragment réorganise ses structures plumaires 
à l’intérieur de ses limites. Dans le second cas (stade 2: 7 jours un 
quart à 8 Jours et demi), les ébauches plumaires conservent leur 
disposition primitive et chaque germe plumaire prend naissance à 
l'emplacement même de chacune des ébauches. 

La composition du milieu de culture n’a que peu d'influence sur 
la morphogenèse des germes plumaires, sauf pour les fragments de 
stade 0. Il est possible d'obtenir la différenciation des germes plu- 
maires à partir de ce stade, soit en ajoutant du plasma de Poulet au 
milieu standard, soit en cultivant l’explant de peau indifférenciée en 
association avec un fragment d’un organe embryonnaire, tel que le 
tube neural par exemple. Le plasma de Poulet et le fragment de tube 
neural associé semblent exercer sur le derme indifférencié une action 
inductrice capable d'y déclencher la formation des amas cellulaires 
que sont les ébauches plumaires. Je reviendrai plus loin sur le rôle 
important joué par le système nerveux en général dans la différen- 
ciation du plumage dorsal. 

La culture des fragments de peau de stade 1 ou 2 sur des milieux 
synthétiques montre que le développement des germes plumaires se 
fait presque aussi bien sur ces milieux (contenant de O à 9 acides 
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aminés) que sur le milieu standard à base d'extrait embryonnaire. 
La survie des explants, par contre, est bien plus courte sur les 
milieux synthétiques que sur le milieu standard. De plus, la kérati- 
nisation de l’épiderme ne se réalise qu’en culture prolongée au-delà 
de 8 à 10 jours sur un milieu naturel. Les cultures en milieux syn- 
thétiques mettent en évidence le rôle primordial du glucose, sans 
lequel aucune survie n’est possible, et l’action favorable de la 
cystéine, capable de prolonger la survie jusqu’au huitième jour. 


20 LE RÔLE DU DERME ET DE L’ÉPIDERME 
DANS LA DIFFÉRENCIATION DES GERMES PLUMAIRES 
ET DES ÉCAILLES 


Ce rôle a été mis en évidence par la culture d’associations hétéro- 
chroniques de fragments de derme et l eraann obtenus par lac- 
tion d’une solution de trypsine. 


a) La différenciation de l’ectoderme en épiderme. — Entre 5 et 
6 jours d’incubation, l’ectoderme banal se différencie en épiderme 
typique, comprenant une assise basale à cellules prismatiques et 
un périderme à cellules aplaties. L'association de derme de stade 1 
et d’ectoderme de 5 jours d’incubation démontre l’action histogéné- 
tique du derme. Si l’ectoderme de 5 jours ou l’épiderme de stade 0 
est déposé sur le fragment de derme avec sa face péridermique 
contre le derme, celui-ci provoque un remaniement de la polarité 
interno-externe de telle sorte que le périderme se retrouve en surface 
à la fin de la culture. Cette polarité se stabilise au cours du septième 
jour et ne peut plus alors être inversée. | 


b) L’édification du germe plumaire. — Le germe plumaire 
résulte de l'interaction inductrice des deux constituants de l’ébauche 
plumaire: derme et épiderme. Si l’on associe en culture sur le milieu 
-standard un fragment de derme de stade 1 et un fragment d’épi- 
derme de stade 0, l’explant se couvre de germes plumaires. Cette 
différenciation atteste le rôle inducteur du derme dans la formation 
de la gaine épidermique du germe. À partir du stade 2, le derme 
perd son activité inductrice. L'association inverse d’épiderme de 
stade 2 et de derme de stade 0 révèle l’action inductrice en retour de 
l’épiderme sur le derme. Sous l'influence de l’épiderme, les cellules 
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dermiques viennent coloniser la gaine épidermique des germes plu- 
maires. 

Le derme est linducteur primaire de l’excroissance des germes 
plumaires. Après avoir subi la première impulsion dermique, lépi- 
derme différencié joue le rôle principal dans l'édification du germe 
plumaire. 


c) L'orientation du germe plumaire. — Les germes plumaires de 
la région dorsale ont une orientation bien définie par rapport à 
l'embryon. Dès leur excroissance, ils s’inchinent vers la queue de 
l'embryon. La culture d'associations de derme et d’épiderme, dans 
lesquelles l’épiderme a été tourné de 90° ou de 180° par rapport à 
l'axe céphalo-caudal du derme, montre que l’épiderme est seul res- 
ponsable de l'orientation des germes plumaires. En effet, ceux-ci 
s'inchnent toujours vers le bord caudal du fragment d’épiderme, 
quelle que soit l’orientation du fragment de derme. 


d) Les différenciations régionales de la peau. — Pourquoi cer- 
taines régions de la peau se couvrent-elles de plumes, pourquoi 
d’autres, comme les pattes, sont-elles revêtues d’écailles ? Quel est 
le tissu responsabie de cette différence ? 

Des associations combinant le derme et l’épiderme de la région 
du dos et de la région tarsométatarsienne mettent en évidence le 
rôle du derme dans la différenciation régionale de la peau et 
démontrent la bipotentialité du tégument de l’embryon de poulet. 
L'association de derme dorsal de stade 1 et d’épiderme tarsométa- 
tarsien de 12 jours se couvre de germes plumaires, mais ceux-ci 
diffèrent des germes plumaires normaux par la kératinisation pré- 
coce de leur épiderme. Sous l'influence du derme dorsal lépiderme 
de la patte se développe anatomiquement selon la nature du derme, 
mais sa différenciation histologique reste conforme à son origine. 
L'association inverse de derme tarsométatarsien de 13 jours et d’épi- 
derme dorsal de stade 4 fournit des écailles typiques. La kératinisa- 
tion de l’épiderme dorsal sous l’action du derme de la patte est aussi 
rapide et du même type que celle des écailles normales. 

Le derme détermine donc la qualité régionale de la différencia- 
tion cutanée. Quelle que soit l’origine de lépiderme, le derme dorsal 
induit des germes plumaires, le derme tarsométatarsien des écailles. 

En résumé, le mécanisme de la différenciation de la peau peut 
se décrire de la manière suivante: 
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Première phase : Le derme provoque la différenciation de l’ectoderme 
banal en épiderme typique. 


Deuxième phase : Sous l'influence d’un facteur non encore déterminé, 
mais émanant vraisemblablement, comme on le verra plus loin, 
de l’ensemble des organes axiaux (tube neural, chorde, myo- 
tomes et sclérotomes), le derme de la peau dorsale forme ses 
ébauches plumaires. 


Troisième phase: Les ébauches plumaires dermiques exercent sur 
l’épiderme sus-jacent une brève action inductrice qui entraîne 
la première excroissance de l’épiderme. En même temps, le 
derme détermine, par sa nature dorsale ou tarsométatarsienne, 
le caractère régional de la différenciation en germes plumaires 
ou en écailles. 


Quatrième phase: L’épiderme, en retour, induit les cellules der- 
miques à coloniser la gaine épidermique et fixe, par sa polarité 
céphalo-caudale, l’orientation des germes plumaires. 


e) Les relations dermo-épidermiques dans la peau de l'embryon de 
Poulet «scaleless ». — Des Poulets porteurs de cette mutation ont été 
sélectionnés au Poultry Husbandry Department de l’Université de 
Californie à Davis par U.K. Abbott. Les homozygotes sont carac- 
térisés par l’absence d’écailles et par un plumage déficient qui ne 
couvre que certaines parties du corps; en particulier, la peau dorsale 
du thorax et de la région lombaire antérieure est parfaitement nue. 

Il m'a paru intéressant d'étudier, en collaboration avec U.K. 
Abbott, les potentialités morphogénétiques du derme et de l’épi- 
derme de la peau dorsale et tarsométatarsienne de ces mutants. La 
mutation affecte-t-elle la peau en entier ou l’un de ses deux consti- 
tuants est-il seul défectueux ? Nous avons cultivé in vitro des 
associations hétérogènes de derme et d’épiderme prélevés sur des 
embryons normaux et scaleless. Les explants dorsaux ont été pré- 
levés sur des embryons de 6 à 7 jours et demi d’incubation: les 
explants de la région tarsométatarsienne sur des embryons de 10 et 
14 jours. 

Les explants contenant de l’épiderme scaleless ne se différencient 
pas, qu’il s’agisse des combinaisons d’épiderme scaleless et de derme 
normal ou des recombinaisons d’épiderme scaleless et de derme 
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scaleless. Au contraire, les explants dorsaux contenant de l’épiderme 
normal forment des germes plumaires normaux, même dans le cas 
des combinaisons de derme scaleless et d’épiderme normal. Quant 
aux explants d’origine tarsométatarsienne, la plupart des combi- 
naisons d’épiderme normal et de derme scaleless forme des écailles 
reconnaissables. 

Dans la peau des embryons scaleless, la mutation affecte donc 
seulement l’épiderme; celui-ci est incapable de répondre à l’action 
morphogène du derme, normal ou scaleless, qu’on lui associe en cul- 
ture. D'autre part, le derme scaleless fonctionne normalement et 
exerce sur l’épiderme normal la même action différenciatrice que le 
derme normal. 


30 LE RÔLE DU SYSTÈME NERVEUX ET DES ORGANES AXIAUX 
DANS LA DIFFÉRENCIATION DES GERMES PLUMAIRES 


J ai indiqué plus haut que, si le milieu standard à base d'extrait 
embryonnaire de Poulet ne permet pas d’obtenir la différenciation 
de peau de stade 0, on peut déclencher la formation des ébauches, 
puis des germes plumaires en associant en culture un fragment de 
peau indifférenciée et un fragment de tube neural embryonnaire de 
poulet. Dans ces conditions l’épiderme ne s’étrécit pas, le derme ne 
se disperse pas à la surface du milieu et l'intégrité de l’explant se 
conserve pendant toute la durée de la culture. Cette action morpho- 
gène n’est pas liée, en culture, à une activité métabolique du tube 
neural, car on obtient le même résultat avec un fragment de tube 
neural tué par la chaleur. La différenciation et la croissance des 
germes plumaires sont encore meilleures, si on remplace le tube 
neural associé par de l’extrait de cerveau de Poulet embryonnaire 
ou adulte. L’extrait de cerveau bouilli conserve son pouvoir diffé- 
renciateur. I s’agit donc d’un facteur chimique capable de déclen- 
cher la différenciation des germes plumaires. 

Ce facteur est-il un inducteur spécifique de la différenciation 
plumaire où un simple apport nutritif adéquat permettant à la peau 
de franchir in vitro le seuil de sa différenciation ? 

Pour tenter de résoudre ce problème, il était indispensable 
d'éprouver l’action éventuelle du tube neural sur la différenciation 
de la peau au cours de Pembryogenèse normale in ovo. 
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a) Le rôle des organes axiaux dans la différenciation de la ptéryle 
spinale. — Avec M. Kieny, nous avons pratiqué deux types d’inter- 
ventions sur l'embryon de 2 jours d’incubation. 


1) Excision d’un tronçon du tube neural et de la chorde dorsale. — 
On sait que cette opération entraine la non-différenciation du 
squelette vertébral sur une longueur correspondant au segment ex- 
cisé. Nous avons observé, dans la peau recouvrant la zone opérée, 
d'importantes perturbations de la ptéryle spinale. Dans les cas d’une 
lacune vertébrale relativement longue, il se forme une véritable ap- 
térie qui occupe toute la largeur du dos et dont la longueur est gros- 
sièrement proportionnelle à celle de la lacune vertébrale. Au con- 
traire, lorsque, par suite du tassement général de l’embryon, la lacune 
vertébrale est inexistante (malgré l’absence d’un certain nombre de 
vertèbres), la ptéryle spinale n’est pas interrompue par une aptérie, 
mais le nombre des rangées transversales de germes plumaires est 
réduit. 

L'absence d’un segment du tube neural et des structures axiales 
squelettiques et musculaires se répercute donc, au niveau de la peau, 
par la non-formation d’une portion de la ptéryle spinale qui cor- 
respond au segment axial déficient. 


2) Greffe d’un fragment d’organe axial dans le territoire présomp- 
tif du tégument ventral. — La peau de la face ventrale du poulet 
porte quatre ptéryles séparées l’une de l’autre par trois aptéries. 
Les greffons d'organes axiaux (tube neural, chorde, myoscléro- 
tomes provenant d’embryons de 3 à 7 jours d’incubation) induisent 
un champ plumaire supplémentaire lorsqu'ils sont en contact avec 
le territoire présomptif de l’une des aptéries. À l’intérieur de ce 
champ plumaire supplémentaire, les germes plumaires, dont le 
nombre peut dépasser la centaine, sont souvent disposés très régu- 
lièrement selon un dessin qui rappelle une véritable ptéryle. 


Par la suite, nous avons constaté que des greffons d'organes non- 
axlaux et non-neuraux sont aussi capables d’induire un champ plu- 
maire supplémentaire. En fait, même certains implants inanimés. 
tels que des fragments d’agar-agar ou de paraffine, se sont révélés 
actifs. D’autres corps, comme le polyéthylène, l’aluminium en 
feuille ou les filtres Millipore, ne provoquent pas la différenciation 
de germes plumaires supplémentaires. La détermination du champ 
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plumaire supplémentaire a lieu pendant les premières 24 heures de 
contact entre limplant et le tégument présomptif: on peut retirer 
le greffon 24 heures après l’implantation sans diminuer le pourcen- 
tage d’induction dun champ plumaire supplémentaire. D'autre 
part, un contact de 6 heures entre l’implant et le tégument pré- 
somptif n’est pas suffisant pour obtenir un champ plumaire supplé- 
mentaire. 

Le tube neural, mais aussi de nombreux autres organes et divers 
corps inanimés sont donc capables d’induire un champ plumaire 
dans une région qui normalement ne forme pas de plumes. Ces expé- 
riences montrent: 1° que les organes axiaux ne semblent pas avoir 
de rôle morphogène spécifique dans la différenciation des germes 
plumaires supplémentaires; 20 que les implants n’agissent pas par 
un apport cellulaire, ni vraisemblablement par la transmission d’un 
agent morphogène. Les résultats positifs obtenus avec la paraffine 
suggèrent plutôt que les implants agissent soit par leurs propriétés 
physicochimiques de surface, soit par une perturbation mécanique 
des mouvements morphogénétiques. Cette dernière possibilité est 
actuellement soumise à l’expérimentation. 

Revenons à la question posée plus haut qui était de savoir si, 
en culture in vitro, le système nerveux (ou l'extrait de cerveau) agit 
en tant qu'inducteur ou en tant qu’aliment à l'égard de l’explant de 
peau indifférenciée. Les résultats obtenus in vivo incitent à écarter 
la première hypothèse. 

Quoi qu'il en soit, les données acquises justifient de nouvelles 
expériences qui tentent de définir chimiquement la nature du fac- 
teur morphogène contenu dans le système nerveux du Poulet. Si elles 
aboutissent à la caractérisation de la ou des substances actives, elles 
permettront probablement de choisir entre l’une ou l’autre hypo- 
thèse. 


b) Le rôle et l'analyse biochimique de l'extrait de cerveau. — De 
nombreuses explantations 22 vitro m'ont permis de caractériser le 
rôle du facteur morphogène contenu dans l’extrait aqueux de cer- 
veau. Son action sur la peau est quadruple: 


1) IH maintient l'intégrité organique de lPexplant. L’épiderme ne 
s’étrécil pas exagérément, le derme ne se disperse pas à la surface 
du milieu. Ainsi se trouvent réalisées des conditions favorables à 
la différenciation des germes plumaires. 
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2) Il déclenche dans le derme la formation des ébauches plumaires, 
qui, à leur tour, entraînent l’excroissance des germes plumaires. 


3) Il constitue un mélange nutritif particulièrement favorable pour 
la croissance des germes plumaires. 


4) Permettant une culture prolongée et une élongation considérable 
des germes plumaires. il provoque, après 10 jours de culture. la 
différenciation des crêtes barbaires et la kératinisation des 
couches superficielles de l’épiderme. 


L'analyse biochimique de l'extrait de cerveau, actuellement en 
cours, a jusqu'ici donné les résultats suivants. Le facteur morpho- 
gène est thermostable à 1000 C. Il se retrouve en grande partie dans 
le liquide surnageant après l'élimination du précipité formé par 
l’ébullition. La ou les substances actives sont insolubles dans l’éther 
et sont précipitées par l’acétone à froid. Elles conservent leur pou- 
voir morphogène lorsqu'elles sont redissoutes dans du liquide de 
Tyrode. J’ai pu établir, en collaboration avec M. Feigelson, que ce 
facteur est dialysable et qu'il résiste à l'hydrolvse acide ou alcaline. 


N° 19. A. Aeschlimann!, W. Büttiker?, A. Elbl? et H. Hoog- 
straalt. — À propos des Tiques de Suisse. (Arachnoidea, 
Acarina, lrodoidea).* 





C’est une opinion couramment répandue que les Tiques sont mal 
représentées dans la faune de Suisse. Bouvier (1956), dans une 
étude sur les ectoparasites des animaux sauvages de ce pays. n`énu- 


* Résumé, le travail in extenso paraîtra ultérieurement. 
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